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BHQ1: black hole quencher 1 
cfDNA: cell free DNA 
Ct: threshold cycle 
FBS: fetal bovine serum 
hMSC: human mesenchymal stem cell 
N.D.: not detected 
NHDF: normal human dermal fibroblasts 
NOD/SCID: non obese diabetes/ severe combined immunodeficiency 
NTC: no template control 
PCR: polymerase chain reaction 
qPCR: quantitative polymerase chain reaction 
S: strong interaction  
SINE: short interspersed element 
SPF: specific pathogen free 
TBS: tris buffered saline 
TE: tris-EDTA 
Tm: melting temperature 
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ノム中に 100 万コピー以上存在する。それゆえ、Alu 配列はヒト細胞の検出に理想的




を作製し、ヒトゲノム DNA とマウスゲノム DNA を区別可能な、Alu 配列を標的と
した高感度リアルタイム PCR 法（Alu-qPCR）を確立した。検出感度の検証実験を行
ったところ、100 ng のヒトとマウス混合ゲノム中で、既往の報告の 1,000 倍の感度
である 1 fg のヒトゲノム DNA の検出に成功した。これは、1 億個のマウス細胞中の
で 1 個のヒト細胞を検出することに相当する。マウス腎被膜下異種移植実験では、マ
ウス腎臓中の 10 個の移植ヒト細胞が検出可能だった。さらに、ヒト間葉系幹細胞を

















































 Alu 配列は霊長類に特異的な短鎖散在反復配列（SINE）の一種で、長さは約 300
塩基対（bp）の配列である 8,9)。Alu 配列は 7SL RNA から由来し進化したもので、
7SL RNA に由来する 2 つのモノマーと、その間の A-rich 領域で構成される特異的な
構造は、げっ歯類とヒトの進化的分岐の後に形成された 10,11)。Alu 配列には、3 つの
大きなサブファミリーがあり、もっとも古くに形成された Alu J、中間の Alu S、と
もっとも新しい Alu Y である 9)。これらのメジャーなサブファミリーは配列の類似性
に基づいてさらに細分化される 12,13)。Alu 配列はヒトゲノム中に 100 万コピー以上
存在し、ヒトゲノム中の約 10%を占める 14)。このように、Alu 配列は種特異的であ
り、小さなサイズで多量に存在しているため、様々な動物細胞中に存在するヒト細胞
を検出するための理想的な標的である 4)。 
 これまでに様々な Alu モデル配列が提案され 8,13,15)、また Alu 配列を標的としたリ
アルタイム PCR（Alu-qPCR）法が報告されている 4)。例えば、マウスに異種移植し
たヒト間葉系幹細胞（hMSC）を検出するために使用された McBride らの方法では
16)、ヒト細胞の検出感度は 1 pg であった。 
Alu-qPCR における理論的な Alu 配列の検出限界は、以下のように推定することが
できる。PCR のための標準的なゲノム DNA 抽出法では、断片の長さが 2 万から 5 万
塩基対となる 17)。各 Alu 間の平均的な距離は 3,000 塩基であるため 12)、ほとんどの
DNA 断片には数個の Alu 配列が含まれると仮定できる。1 個のヒト体細胞（2 倍体）
中のゲノム DNA の長さを 60 億塩基対、重さを 6 pg であると仮定すると 18)、抽出さ
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れるゲノム DNA の断片数は 12 万 ~ 30 万個であり、1 断片あたりの重さは 0.02 fg
～0.05 fg である。qPCR の理論的な検出限界値は 3 コピーとされているため 19)、Alu
配列はヒトゲノム 3 断片分の 0.06 fg ~ 0.15 fg の感度で検出されるはずである。 
一方で、Alu-qPCR ではいくつかの気を付けるべき点がある。特に、げっ歯類ゲノ
ム DNA と混合した際のバックグラウンドである。まず、げっ歯類を含む真主齧上目
では、Alu 配列と相同性の高い 7SL DNA 由来の B1 配列などにより、非特異的反応
が生じる可能性がある 10, 11)。二つ目として、Alu 配列中の 2 つの 7SL RNA 由来モノ
マーの高い相同性により 9)、プライマーダイマーを形成する可能性がある。三つ目は、




サンプルでの検出限界は pg レベルだと報告されている 4)。一方で、精製ヒトゲノム
































正常ヒト皮膚線維芽細胞 NHDF（CC-2511; Lonza, バーゼル, スイス）および、ヒ
ト間葉系幹細胞（hMSCs）（PT-2501; Lonza）は 10% ウシ胎児血清（FBS）と 0.1 
mg/mL のカナマイシンを含む Dulbecco 改変培地（DMEM, low glucose; 10567-014, 




6 ヶ月齢以上の C57BL/6 マウス（C57BL/6JJmsSlc; 日本エスエルシー, 浜松, 日
本）と 6 週齢の雌の重症複合免疫不全（NOD/SCID）マウス（NOD.CB17-Prkdcscid/J; 






よって承認された。2014 医動-088（承認期間 2014 年 4 月～2015 年 3 月）2015 医動
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プローブは 5’末端に 6-carboxy-fluorescein（6-FAM）で標識し、3’末端に Black Hole 
Quencher 1（BHQ1）を付加した。 





プローブは 5’末端が 6-FAM で、3’末端が TAMRA で標識している。 
 





を用いた。マウスはGenome（all assemblies top-level, Annotation Release 105）
またはGenome（GRCm38.p4 reference assembly top-level, Annotation Release 
106）。ラットはGenome（all assemblies, Annotation Release 105）。モルモットは
Genome（Cavpor3.0 reference Annotation Release 102）。ヒトはGenome




致配列のみが出力配列として得られる。Program Selection, megablast; Short 
queries, off; Expect threshold, 10; Word size, 16; Match/Mismatch Scores, 1, −4; 





















4.5 Primer3 によるプライマーおよびプローブ設計 
Aluモデル配列に対するプライマー・プローブの候補配列はPrimer3web version 
4. 0. 0（http://bioinfo.ut.ee/primer3/）25)を用いて設計した。初期設定と異なるもの

















した後、10 mlのTBS緩衝液（137 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 5 mM Tris-HCl, pH 
7.4）で細胞を再懸濁し、細胞数を計数した。細胞を100万個ずつ1.5 mlチューブに分
け、1,000×g、4℃、10分で遠心した。上清を吸引除去後、各チューブに50 μlのTE
緩衝液（10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH8.0）を加え、細胞を再懸濁した。さら
に各チューブに200 μl/mlのRNase A（ニッポン・ジーン, 千代田区, 日本）と1,000 
U/mlのRNaseT1（Thermo Fisher Scientific）を含むLysis緩衝液（10 mM Tris-
HCl, 100 mM EDTA, 0.5% SDS, pH 8.0）を450 μl加え、37℃で1時間処理した。そ













抽出したDNAはNanoDrop UV spectrophotometer（Thermo Fisher Scientific）
による吸光度測定およびQuant-iT PicoGreen dsDNA Kit（Thermo Fisher 
Scientific）による蛍光測定で定量した27)。標準のプロトコルに従ってピコグリーン









ーブの濃度は0.25 μMとし、10 μlのTaqMan Universal Master Mix II, no UNG
（Thermo Fisher Scientific）と適切な量のゲノムDNAを加え、全量20 μlでApplied 
Biosystems 7500 real-time PCR instrument（ABI 7500; Thermo Fisher 
Scientific）を用いて行った。ヒトゲノムDNAのみの希釈系列の調製に、EASY 






ライマーともに0.9 μM、プローブ濃度は0.25 μM、10 μlのTaqMan Universal 






















いないNOD/SCIDマウスの臓器を使用した（N = 3）。移植後1日（N = 6）、3日
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トなど）ゲノム配列に対して、19塩基の部分配列を 2つ以上持たない   
2) プライマーおよびプローブの長さを 20塩基以上とする 
  
 プライマーの設計基準（プライマー同士の相互作用を避けるための基準） 
3) 5'末端または 3'末端の最初の塩基は、少なくともどちらかが Sであり、も
し最初の塩基が Sでない場合、2番目の塩基を Sとする   
4) 3'末端において Sが 3つ連続しない 
5) 3'末端で 3塩基以上の連続相補配列を含まない 
6) 5塩基以上のステムを含まない 
7) Sのみからなる 4塩基以上のステムを含まない 
  
 プローブの設計基準（プライマーとの相互作用を避けるため基準） 
8) 3'末端に 3塩基以上のステムを含まない 
9) 5塩基以上のステムを含まない 
10) Sのみからなる 4塩基以上のステムは含まない 































マウス 20 塩基 19 塩基 18 塩基   20 塩基 19 塩基 18 塩基 
101F 0 0 0  98F 0 1 0 
206R 0 0 1  188R - 7 20 
144RH 0 0 1  133FH 64 283 862 
ラット         
101F 0 1* 0 
 
98F 0 4 4 
206R 0 0 0 
 
188R - 23 41 
144RH 0 0 0 
 
133FH 0 0 2 
ギニアピッグ        
101F 0 0 0 
 
98F 0 1 0 
206R 0 0 1 
 
188R - 91 316 
144RH 0 0 1 
 











 0 塩基 1 塩基 2 塩基 
101F 88,454 272,877 402,087 
206R 72,063 247,776 428,782 
144RH 9,839 68,235 131,708 
表6. ヒトゲノムに対するAluプライマーおよびプローブのMegaBLAST検索の結果 
 最大20塩基の100％のアイデンティティヒット（0塩基）および1塩基（1塩基）お
よび2塩基（2塩基）のミスマッチのヒット数が示されている 
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